
à  J E u r o p a i s c h e s   

Pa ten tamt  

European  Patent  Office  ©  Numéro  de  publication:  0  1 1 7   1 8 9  

Office  européen  des  brevets  A 1  

DEMANDE  DE  BREVET  E U R O P E E N  

©  Numéro  de  dépôt:  84400254.3  ©  Int.  Cl.3:  A  23  J  1/00 
C  12  N  9/88 

©  Date  de  dépôt:  07.02.84 

©  Priorité:  08.02.83  FR  8302097 

©  Date  de  publication  de  la  demande: 
29.08.84  Bulletin  84/35 

©  Etats  contractants  désignés: 
BE  CH  DE  FR  IT  Ll  LU 

©  Demandeur:  SOCIETE  NATIONALE  D'EXPLOITATION 
INDUSTRIELLE  DES  TABACS  ET  ALLUMETTES 
53,  quai  d'Orsay 
F-75340  Paris  Cedex  07(FR) 

©  Inventeur:  Dumery,  Bernard 
Peymilou 
F-24130  La  Force  (Dordognel(FR) 

©  Mandataire:  Bloch,  Robert  et  al, 
39  avenue  de  Friedland 
F-75008  Paris(FR) 
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  Procédé  d'extraction  des  protéines  des  feuilles  de  plan- 
tes,  plus  particulièrement  du  genre  Nicotiana  selon  lequel  on 
réduit  les  feuilles  en  pulpe,  on  extrait  immédiatement  du 
mélage  obtenu  le  liquide,  contenant  la  majeure  partie  des 
protéines,  on  fait  précipiter  les  protéines  insolubles,  on 
sépare  le  précipité  du  liquide  pour  clarifier  ce  liquide 
contenant  une  fraction  I et  une  fraction  Il  protéiques,  on  fait 
précipiter  la  fraction  I  résultant  de  l'étape  précédente,  et  on 
extrait  la  fraction  I  protéique  ainsi  obtenue. 

L'invention  prévoit  que,  pour  faire  précipiter  la  fraction  I 
protéique,  on  diffuse  de  l'anhydride  carbonique  (CO2)  à  l'état 
gazeux  dans  le  liquide  clarifié  au  moins  jusqu'à  saturation  du 
liquide  en  CO2. 



La  p r é s e n t e   i n v e n t i o n   c o n c e r n e   un  p r o c é d é   d ' e x t r a c t i o n   d e s  

p r o t é i n e s   f o l i a i r e s   d ' u n e   m a t i è r e   v é g é t a l e   e t   p l u s   p a r t i c u -  

l i è r e m e n t   d ' u n e   p l a n t e   g e n r e   N i c o t i a n a .   S e l o n   un  a s p e c t   d e  

l ' i n v e n t i o n ,   e l l e   a  t r a i t   à  un  p r o c é d é   d ' e x t r a c t i o n   de  l a  

f r a c t i o n   I  p r o t é i q u e   h y d r o s o l u b l e   de  l a   p l a n t e .  

D i f f é r e n t s   p r o c é d é s   on t   é t é   p u b l i é s .   I l s   s o n t   b a s é s   s u r   l e s  

o b s e r v a t i o n s   t r è s   a n c i e n n e s   de  H.M.  ROUELLE  q u i ,   dès   1 7 7 3 ,  

met   en  é v i d e n c e ,   p a r   p r e s s u r a g e   e t   c h a u f f a g e   des   j u s ,   l a  

p r é s e n c e   de  " m a t i è r e   g l u t i n e u s e s   ou  v é g é t o - a n i m a l e s "   d a n s  

l e s   p a r t i e s   v e r t e s   des   v é g é t a u x .   La  f r a c t i o n   I  p r o t é i q u e   a  

é t é   i d e n t i f i é e   p o u r   l a   p r e m i è r e   f o i s   en  1 9 4 7 .  

I l   e s t   a d m i s   p a r   l ' h o m m e   de  l ' A r t   que  l e s   p r o t é i n e s   f o l i a i r e s  

p e u v e n t   ê t r e   r é p a r t i e s   en  d e u x   g r o u p e s   p r i n c i p a u x   en  f o n c t i o n  

de  l e u r   s o l u b i l i t é   dans   l ' e a u  :  

-  l e s   p r o t é i n e s   m e m b r a n a i r e s ,   i n s o l u b l e s   dans   l ' e a u ,   l i é e s  

en  p a r t i c u l i e r   aux  p i g m e n t s   c h l o r o p h y l l i e n s ,   qui   c o r r e s p o n -  
d e n t   p o u r   l ' e s s e n t i e l   aux  p r o t é i n e s   v e r t e s   d é c r i t e s   d a n s  

l e s   d i f f é r e n t s   p r o c é d é s   d ' e x t r a c t i o n   c o n n u s .  

-  l e s   p r o t é i n e s   h y d r o s o l u b l e s .   Ces  p r o t é i n e s   a p p e l é e s  

é g a l e m e n t   p r o t é i n e s   b l a n c h e s   a p r è s   e x t r a c t i o n ,   s o n t   c o n s -  

t i t u é e s   p o u r   m o i t i é   e n v i r o n   p a r   l a   R i b u l o s e   1-5  d i p h o s p h a -  

te   c a r b o x y l a s e   o x y g é n a s e   (EC,  4 . 1 . 1 . 3 9 )   ou  f r a c t i o n   I  

p r o t é i q u e ,   d ' o r i g i n e   c h l o r o p l a s t i q u e   e t   p o u r   m o i t i é   p a r  
l a   f r a c t i o n   I I   p r o t é i q u e ,   m é l a n g e   des   a u t r e s   e n z y m e s  

d ' o r i g i n e   e s s e n t i e l l e m e n t   c y t o p l a s m i q u e .  

Ces  p r o t é i n e s   j u s q u ' à   p r é s e n t ,   m a l g r é   l e u r   a b o n d a n c e  

d a n s   le   r è g n e   v é g é t a l   e t   l e u r   v a l e u r   n u t r i t i v e   p o u r   l ' h o m m e  

e t   l ' a n i m a l ,   n ' o n t   pas   f a i t   l ' o b j e t   d ' u n e   e x p l o i t a t i o n  



i n t e n s i v e   c a r   l e s   p r o c é d é s   c o n n u s   ne  s o n t   p a s   u t i l i s a b l e s  

i n d u s t r i e l l e m e n t .  

La  p r o t é i n e   de  l a   f r a c t i o n   I  e s t   c e l l e   q u i   p o t e n t i e l l e m e n t  

e s t   l a   p l u s   i n t é r e s s a n t e   c a r  à   l ' é t a t   p u r   e l l e   e s t   i n o d o r e ,  

i n s i p i d e   e t   i n c o l o r e .   La  p l a n t e   de  t a b a c ,   g e n r e   N i c o t i a n a ,  

e s t   l e   s e u l   v é g é t a l   a c t u e l l e m e n t   c o n n u   q u i   p e r m e t   d ' o b t e n i r  

u n e   q u a n t i t é   i m p o r t a n t e   de  l a d i t e   p r o t é i n e   s o u s   f o r m e  

c r i s t a l l i s é e   ou  p r é - c r i s t a l l i s é e ,   donc   t r è s   p u r s .   De  p l u s ,  

e l l e   e s t   r e m a r q u a b l e m e n t   é q u i l i b r é e   en  a c i d e s   a m i n é s   e s s e n -  

t i e l s ,   ce  q u i   p e r m e t   d ' e n v i s a g e r   son  u t i l i s a t i o n   d a n s   c e r -  

t a i n s   r é g i m e s   a l i m e n t a i r e s   p o u r   m a l a d e s   s o u f f r a n t   de  t r o u b l e s  

du  m é t a b o l i s m e s   ( m a l a d i e   r é n a l e ,   . . . . ) .  

Les   p r o c é d é s   c o n n u s   p o u r   i s o l e r   l e s   p r o t é i n e s   d é b u t e n t  

p a r   l a   r é d u c t i o n   en  p u l p e   d e s   f e u i l l e s   ou  b i e n   des   f e u i l l e s  

e t   d e s   t i g e s   de  l a   p l a n t e   p a r   b r o y a g e .   Ce  b r o y a g e   e s t   s u i v i  

d ' u n   p r e s s u r a g e   q u i   p e r m e t   de  s é p a r e r   de  l a   m a s s e   f i b r e u s e  

l e   j u s   v e r t   c o n t e n a n t   une   g r a n d e   p a r t i e   d e s   p r o t é i n e s   i n s o -  

l u b l e s   e t   d e s   p r o t é i n e s   s o l u b l e s   d a n s   l ' e a u .  

La  s é p a r a t i o n   d e s   p r o t é i n e s   i n s o l u b l e s   de  ce  j u s   se  f a i t  

j u s q u ' à   p r é s e n t   a p r è s   a v o i r   p r o v o q u é   l e u r   c o a g u l a t i o n   p a r  

c h a u f f a g e   du  j u s   à  5 0 ° C  +   2°C  p e n d a n t   10  à  30  min  s u i v i  

d ' u n   r e f r o i d i s s e m e n t   r a p i d e   à  l a   t e m p é r a t u r e   a m b i a n t e  

v o i s i n e   de  2 0 ° C .   A p r è s   c e t t e   é t a p e ,   d e u x   t e c h n i q u e s   c o u -  

r a n t e s   p e u v e n t   ê t r e   m i s e s   en  o e u v r e .  

La  c e n t r i f u g a t i o n   ou  l a   f i l t r a t i o n   s o u s   v i d e .   C e t t e   d e r n i è r e  

t e c h n i q u e ,   qu i   r e q u i e r t   l ' e m p l o i   d ' a d d i t i f s   de  f i l t r a t i o n  

du  t y p e   " p e r l i t e "   p o u r   a t t e i n d r e   son  maximum  d ' e f f i c a c i t é ,  

e s t   p a r f a i t e m e n t   a d p a t é e   au  t r a i t e m e n t   i n d u s t r i e l .  

Le  j u s   c l a r i f i é   de  c o u l e u r   b r u n e ,   qu i   c o n t i e n t   en  m é l a n g e  

l e s   f r a c t i o n s   p r o t é i q u e s   I  e t   I I   e s t ,   de  m a n i è r e   c o n n u e ,  
t r a i t é   s u i v a n t   d i v e r s   p r o c é d é s   a b o n d a m m e n t   d é c r i t s   d a n s  

l a   l i t t é r a t u r e   e t   p l u s   p a r t i c u l i è r e m e n t   d a n s   l a   d e m a n d e  



de  b r e v e t   f r a n ç a i s   n  »  81  09  950 .   I l   e s t   é v i d e n t   p o u r  

l ' h o m m e   de  l ' A r t   que  c e s   p r o c é d é s   s o n t   c o û t e u x .   P a r f o i s  

l o n g s ,   v o i r e   i n e f f i c a c e s ,   dans   la   m e s u r e   où,  s i   a u c u n  

a d d i t i f   n ' e s t   a p p o r t é   au  j u s ,   l a   p r é c i p i t a t i o n   de  l a  

f r a c t i o n   I  s e r a   i n e x i s t a n t e   d a n s   l e s   c a s   où  l a   p l a n t e  

u t i l i s é e   s e r a   en  f i n   de  p é r i o d e   v é g é t a t i v e ,   p a r   e x e m p l e .  

L ' a c i d i f i c a t i o n   r é a l i s é e   p a r   a d d i t i o n   d ' a c i d e s   m i n é r a u x   o u  

o r g a n i q u e s   d e m a n d e   un  a j u s t e m e n t   d ' u n e   e x t r ê m e   p r é c i s i o n  

p o u r   é v i t e r   que  l a   f r a c t i o n   I  p r o t é i q u e   ne  p r é c i p i t e   s o u s  

f o r m e   a m o r p h e   e t   c e t   a j u s t e m e n t   e s t   d ' a u t a n t   p l u s   d é l i c a t  

q u ' i l   v a r i e   en  f o n c t i o n   d ' u n   g r a n d   n o m b r e   de  f a c t e u r s   t e l s  

que  l ' é t a t   p h y s i o l o g i q u e   du  v é g é t a l ,   l a   v a r i é t é ,   l a   t e m p é -  

r a t u r e   du  j u s .  

l ' i n v e n t i o n   v i s e   un  p r o c é d é   d ' e x t r a c t i o n   des   p r o t é i n e s  

des   f e u i l l e s   de  p l a n t e s   g e n r e   N i c o t i a n a   c o m p r e n a n t   l e s  

é t a p e s   c o n s i s t a n t  :  

a)  à  r é d u i r e   l e s   f e u i l l e s   en  p u l p e   p a r   e x e m p l e   en  p r é s e n c e  

de  0  à  2 ,5   f o i s   l e   p o i d s   de  m a t i è r e s  v e r t e s   d ' e a u   e t   de  0 , 5   à  

2  p a r t i e s   d ' u n   a g e n t   a n t i - o x y d a n t   p o u r   100  p a r t i e s   de  m a t i è r e  

v é g é t a l e .  

b)  à  e x t r a i r e   i m m é d i a t e m e n t   du  m é l a n g e   o b t e n u   le   j u s   v e r t  

c o n t e n a n t   une   p a r t i e   des   p r o t é i n e s   i n s o l u b l e s   en  s u s p e n s i o n  

e t   des   p r o t é i n e s   s o l u b l e s .  

c)  à  f a i r e   p r é c i p i t e r   l e s   p r o t é i n e s   i n s o l u b l e s .  

d)  à  s é p a r e r   le   p r é c i p i t é   du  l i q u i d e .  

e)  à  f a i r e   p r é c i p i t e r   la   f r a c t i o n   I  p r o t é i q u e   du  l i q u i d e  

c l a r i f i é   r é s u l t a n t   de  l ' é t a p e   p r é c é d e n t e .  

f)   à  e x t r a i r e   l a   f r a c t i o n   I  p r o t é i q u e   a i n s i   o b t e n u e   d a n s  

l a q u e l l e   p o u r   f a i r e   p r é c i p i t e r   l e s   p r o t é i n e s ,   on  d i f f u s e  

de  l ' a n h y d r i d e   c a r b o n i q u e   à  l ' é t a t   g a z e u x   d a n s   le   j u s .  



T o u t e s   l e s   e s p è c e s ,   g e n r e   N i c o t i a n a ,   m a i s   p l u s   p a r t i c u l i è r e -  

men t   N i c o t i a n a   t a b a c u m   L  se  p r ê t e n t   à  ce  p r o c é d é   d ' e x t r a c t i o n .  

La  f r a c t i o n   I  p r o t é i q u e   ( F I p )   e s t   l o c a l i s é e   e s s e n t i e l l e m e n t  

au  n i v e a u   d e s   f e u i l l e s ,   m a i s   l a   p r é s e n c e   des   t i g e s   p e u t  

f a v o r i s e r   l ' e x t r a c t i o n .   Les   f e u i l l e s   s e u l e s   ou  c o n j o i n t e m e n t  

a v e c   l e s   t i g e s   s o n t   u t i l i s é e s .   E l l e s   p e u v e n t   ê t r e   i s s u e s   d e  

p l a n t e s   s é n e s c e n t e s   ou  de  r e p o u s s e s   t a r d i v e s   (3ème  ou  4 è m e  

c o u p e ) .   Le  p r o c é d é   s u i v a n t   l ' i n v e n t i o n   p e r m e t   l ' e x t r a c t i o n  

de  FIp   e n c o r e   i m p o r t a n t e   a v e c   ce  t y p e   de  p l a n t s ,   ce  q u i   n ' e s t  

p a s   l e   c a s   d e s   p r o c é d é s   c o n n u s   j u s q u ' à   p r é s e n t .  

L e s d i t e s   p a r t i e s   de  l a   p l a n t e   s o n t   b r o y é e s   e t   r é d u i t e s   e n  

p u l p e   en  p r é s e n c e   d ' u n e   q u a n t i t é   d ' e a u   c o m p r i s e   e n t r e   0  e t  

2 ,5   f o i s   l e   p o i d s   de  m a t i è r e   v é g é t a l e   t r a i t é e .  

A f i n   d ' é v i t e r   l e s   r é a c t i o n s   p a r a s i t e s   ( o x y d a t i o n s ,   f o r m a t i o n s  

de  c o m p l e x e s   q u i   r é d u i r a i e n t   l e s   r e n d e m e n t s ) ,   on  a j o u t e   u n  

a n t i - o x y d a n t ,   de  p r é f é r e n c e   l e   m é t a b i s u l f i t e   de  s o d i u m   p a r  

p u l v é r i s a t i o n   au  c o u r s   du  b r o y a g e ,   ou  p a r   t r e m p a g e   j u s t e  

a v a n t   b r o y a g e   à  r a i s o n   de  0 , 5   à  2  p a r t i e s   d ' a n t i - o x y d a n t  

p o u r   100  p a r t i e s   de  m a t i è r e   v é g é t a l e .  

On  p r e s s e   i m m é d i a t e m e n t   l a   m a s s e   b r o y é e   p o u r   en  e x t r a i r e   l a  

p o r t i o n   l i q u i d e   ou  j u s   v e r t   c o n t e n a n t   l a   m a j e u r e   p a r t i e   d e s  

p r o t é i n e s   du  v é g é t a l .  

L ' u n   des   b u t s   de  l ' i n v e n t i o n   e s t   d ' o b t e n i r   un  p r o c é d é   p e r -  
f e c t i o n n é   de  s é p a r a t i o n   des   p r o t é i n e s   du  j u s   de  p r e s s u r a g e .  

Un  a u t r e   b u t   de  l ' i n v e n t i o n   e s t   d ' o b t e n i r   la   p r é c i p i t a t i o n  

des   p r o t é i n e s   i n s o l u b l e s   du  j u s   de  p r e s s u r a g e   de  m a n i è r e  

r a p i d e   e t   s a n s   d é p e n s e   é n e r g é t i q u e   i m p o r t a n t e .  

Un  a u t r e   b u t   de  l ' i n v e n t i o n   e s t   d ' o b t e n i r   la   p r o t é i n e   de  l a  

f r a c t i o n   I  p a r   un  p r o c é d é   s i m p l e   e t   r a p i d e   s a n s   c o n t a m i -  

n a t i o n .  



Un  a u t r e   b u t   de  l ' i n v e n t i o n   e s t   d ' e x t r a i r e   des   p r o t é i n e s   d e  

p l a n t e s   en  f i n   de  s a i s o n   v é g é t a t i v e   (3ème  ou  4ème  c o u p e ) .  

La  m a n i è r e   d o n t   ces   o b j e c t i f s ,   a i n s i   que  d ' a u t r e s ,   s o n t  

a t t e i n t s   c o n f o r m é m e n t   à  la   p r é s e n t e   i n v e n t i o n   r e s s o r t   d e  

l a   d e s c r i p t i o n   d é t a i l l é e   qui   s u i t .  

A  c e t   e f f e t   l ' i n v e n t i o n   p r é v o i t ,   p o u r   s é p a r e r   l e s   p r o t é i n e s  

i n s o l u b l e s   du  j u s   v e r t ,   de  d i f f u s e r   du  C02  g a z e u x   p e n d a n t   u n  

t e m p s   s u f f i s a n t   p o u r   o b t e n i r   la   c o a g u l a t i o n   des   p r o t é i n e s  

i n s o l u b l e s   s a n s   f a i r e   p r é c i p i t e r   l e s   p r o t é i n e s   de  l a   f r a c -  

t i o n   I p .  

Ce  r é s u l t a t   e s t   o b t e n u   de  m a n i è r e   v a r i a b l e   s u i v a n t   le   p r o d u i t  
t r a i t é   m a i s   de  p r é f é r e n c e   de  d é b i t   de  C02  s o u s   p r e s s i o n  

a t m o s p h é r i q u e   d o i t   ê t r e   c o m p r i s   e n t r e   10  à  100  m l / m i n   e t  

l i t r e   de  j u s   t r a i t é   e t   l a   d u r é e   du  t r a i t e m e n t   e s t   i n f é r i e u r e  

à  une   h e u r e ,   de  p r é f é r e n c e   c o m p r i s e   e n t r e   5  e t   15  m i n u t e s .  

Ce  t r a i t e m e n t   p r o v o q u e   la   p r é c i p i t a t i o n   r a p i d e   des   p r o t é i n e s  

i n s o l u b l e s   s a n s   q u ' i l   s o i t   n é c e s s a i r e   de  c h a u f f e r   le   j u s .   L a  

s é p a r a t i o n   e s t   a l o r s   e f f e c t u é e   de  m a n i è r e   c o n n u e ,   p a r   exemple  

p a r   c e n t r i f u g a t i o n   ou  f i l t r a t i o n   s o u s   v i d e .   Le  j u s   c l a r i f i é  

o b t e n u   p a r   ce  p r o c é d é   ou  d ' a u t r e s   p r o c é d é s   p a r   a i l l e u r s  

c o n n u s   c o n t i e n t   l e s   f r a c t i o n s   p r o t é i q u e s   I  e t   I I .  

L ' i n v e n t i o n   p r é v o i t   e n c o r e   d ' a s s u r e r   l a   p r é c i p i t a t i o n   d e  

l a   f r a c t i o n   I  en  d i f f u s a n t   du  C02  g a z e u x   à  t r a v e r s   la   m a s s e  
de  j u s   à  t r a i t e r   au  m o i n s   j u s q u ' à   s a t u r a t i o n   du  j u s .   Ce  

t r a i t e m e n t   c o n d u i t   de  p r é f é r e n c e   à  t e m p é r a t u r e   a m b i a n t e  

v o i s i n e   de  20°C  p r o v o q u e   en  q u e l q u e s   m i n u t e s ,   une   p r é c i p i -  

t a t i o n   s é l e c t i v e   de  l a   FIp  sous   f o r m e   c r i s t a l l i s é e   ou  p r é -  

c r i s t a l l i s é e .   S e l o n   une  m o d a l i t é   de  l ' i n v e n t i o n ,   la   r é a c t i o n  

e s t   c o n d u i t e   d a n s   l ' o b s c u r i t é .   Le  p r é c i p i t é   e s t   r é c u p é r é  

p a r   s o u t i r a g e   ou  p a r   c e n t r i f u g a t i o n ,   l e   l i q u i d e   c o n t i e n t  

e n c o r e   la   f r a c t i o n   I I p   qui   p e u t   ê t r e   r é c u p é r é e   à  son  t o u r  

s e l o n   un  p r o c é d é   c o n n u ,   p a r   e x e m p l e   s o i t   p a r   a c i d i f i c a t i o n ,  

s o i t   p a r   t r a i t e m e n t   t h e r m i q u e .  



Le  r e n d e m e n t   d ' e x t r a c t i o n   p a r   l e   p r o c é d é   s e l o n   l ' i n v e n t i o n  

e s t   m a j o r é   de  10  à  30%  p a r   r a p p o r t   à  c e u x   des   p r o c é d é s  

c o n n u s .   La  f r a c t i o n   I  p r o t é i q u e   o b t e n u e   se  p r é s e n t e   s o u s  

u n e   s t r u c t u r e   p r é - c r i s t a l l i n e   n e t t e m e n t   d i f f é r e n c i é e   e t   l e  

t r a i t e m e n t   p a r   C02  ne  c o n t a m i n e   pas   l e   p r o d u i t .   Le  j u s  

t r a i t é   s ' a j u s t e   de  l u i - m ê m e   au  pH  o p t i m u m   p a r   s a t u r a t i o n  

de  l a   s o l u t i o n   en  C O 2 .  

D ' a u t r e s   a v a n t a g e s   e t   d é t a i l s   de  l ' i n v e n t i o n   s o n t   i l l u s t r é s  

p a r   l e s   e x e m p l e s   s u i v a n t s  :  

EXEMPLE  1 

M a t é r i e l   v é g é t a l  :  

N i c o t i a n a   t a b a c u m   v a r i é t é   PB  ( t a b a c   n o i r )  

v a r i é t é   BB  16  ( t a b a c   t y p e   B u r l e y )  

v a r i é t é   BB  16  s é n e s c e n t e   (45  j o u r s  
a p r è s   3°  c o u p e )  

c u l t i v é   à  à  250  000  p l a n t s / h a ,   r é c o l t é   en  p l a n t e s   e n t i è r e s  

( t i g e s   +  f e u i l l e s ) .  

B r o y a g e  :  

Un  l o t   de  20  kg  de  t a b a c   e s t   b r o y é   d a n s   un  a p p a r e i l   d e  

t y p e   LAW  ( h é l i c e   b i - p a l e s   +  t r é m i e   de  2  mm) .   Au  c o u r s   d e  

c e t t e   o p é r a t i o n ,   u n e   s o l u t i o n   de  m é t a b i s u l f i t e   de  s o d i u m  

à  10  g / 1   e s t   p u l v é r i s é e   s u r   l e   t a b a c   à  r a i s o n   de  0 , 5   1  

p a r   kg  de  t a b a c .  

P r e s s u r a g e  :  

La  " b o u i l l i e "   o b t e n u e   e s t   i m m é d i a t e m e n t   t r a n s f é r é e   d a n s   u n e  

p r e s s e   à  p l a t e a u x   e t   s o u m i s e   à  une   p r e s s i o n   de  10  k g / c m 2  

(une   p r e s s e   à  b a n d e   ou  à  v i s   p o u r r a i t   é g a l e m e n t   ê t r e  

u t i l i s é e ) .  

Les   c a r a c t é r i s t i q u e s   du  t a b a c   a v a n t   b r o y a g e   du  " j u s   v e r t "  

e t   du  " t o u r t e a u "   s o n t   r a s s e m b l é e s   d a n s   le   t a b l e a u   c i - a p r è s .  

( V o i r   t a b l e a u   p a g e   1 1 ) .  



T r a i t e m e n t   du  j u s   v e r t  :  

La  c o a g u l a t i o n   t h e r m i q u e   d e s   " p r o t é i n e s   v e r t e s "   e s t   r é a l i s é e  

à  t °  =   5 0 ° C  +   2°C  p a r   p a s s a g e   du  " j u s   v e r t "   d a n s   un  s e r p e n -  

t i n   i m m e r g é   dans   un  b a i n - m a r i e   à  75°C.   G r â c e   à  ce  p r o c é d é ,  

l a   t e m p é r a t u r e   s ' é l è v e   r a p i d e m e n t   (en  1  min  e n v i r o n )   à  5 0 ° C ;  

e l l e   e s t   e n s u i t e   m a i n t e n u e   à  ce  n i v e a u ,   p e n d a n t   10  min ,   à  

l ' a i d e   d ' u n   d e u x i è m e   b a i n - m a r i e   s t a b i l i s é   à  5 0 ° C .  

Le  j u s   e s t   a l o r s   r e f r o i d i   r a p i d e m e n t   (1  min)   j u s q u ' à   2 0 ° C  

p a r   p a s s a g e   d a n s   un  s e r p e n t i n   p l o n g é   d a n s   une   cuve   à  e a u  

r é f r i g é r é e .  

La  c l a r i f i c a t i o n   du  j u s   a i n s i   t r a i t é   e s t   r é a l i s é e   p a r   f i l -  

t r a t i o n   s o u s   v i d e   à  l ' a i d e   de  f i o l e s   à  v i d e   de  5  1  é q u i p é e s  

de  f i l t r e s   de  t y p e   B ü c h n e r .   Les   f i l t r e s   B ü c h n e r   (0  =  24  cm) 

s o n t   g a r n i s   au  p r é a l a b l e   d ' u n e   f e u i l l e   de  p a p i e r   f i l t r e  

(PRAT  e t   DUMAS),  r é f .   202  I F S )   s u r   l a q u e l l e   e s t   d é p o s é e   u n e  

c o u c h e   d ' e n v i r o n   0 ,5   cm  de  p e r l i t e   ou  d i c a l i t e   ( a d j u v a n t   d e  

f i l t r a t i o n ) .   La  c l a r i f i c a t i o n   a i n s i   o b t e n u e   ne  p e u t   ê t r e  

p a r f a i t e   que  dans   la   m e s u r e   où  de  la   p e r l i t e   (ou  d i c a l i t e )  

e s t   m é l a n g é e ,   a v a n t   f i l t r a t i o n   au  j u s   à  c l a r i f i e r   (10  g / 1 ) .  

Si  un  t e l   m o n t a g e   c o n v i e n t   b i e n   p o u r   le   t r a i t e m e n t   d e  

q u e l q u e s   d i z a i n e s   de  l i t r e s   de  j u s ,   i l   d o i t   c e p e n d a n t   ê t r e  

r e m p l a c é   p a r   un  f i l t r e   r o t a t i f   à  t a m b o u r ,   s o u s   v i d e ,   d a n s  

le   c a s   où  des   q u a n t i t é s   p l u s   i m p o r t a n t e s   de  j u s   s o n t   à  

t r a i t e r .  

La  c l a r i f i c a t i o n   du  j u s   p e u t   é g a l e m e n t   ê t r e   o b t e n u e   p a r  

c e n t r i f u g a t i o n   à  h a u t e   v i t e s s e   ( >  1 0   000  g ) ,   d i f f i c i l e   à  

r é a l i s e r   s u r   de  g r a n d e s   q u a n t i t é s .  

T r a i t e m e n t   du  j u s   c l a r i f i é  :  

Le  j u s   c l a r i f i é   e s t   d i v i s é   en  3  f r a c t i o n s   a l i q u o t e s   d e  

5  1  c h a c u n e .  

La  p r e m i è r e   f r a c t i o n   (A)  e s t   c o n s e r v é e   t e l l e   q u e l l e   à  

25°C,   à  l ' o b s c u r i t é .  



La  s e c o n d e   f r a c t i o n   (B)  e s t   t r a i t é e   p a r   l e   C 0 2  g a z e u x  
p e n d a n t   15  min  ( d é b i t   du  C O 2 : 5 0   m l / m i n ) ,   à  l ' a i d e   d ' u n  

d i f f u s e u r   p l a c é   d a n s   l e   f o n d   d ' u n   r é c i p i e n t   e t   r e l i é   à  u n e  

b o u t e i l l e   de  g a z   C02  (38  kg)   p a r   l ' i n t e r m é d i a i r e   d ' u n  

d é t e n d e u r .  

La  t r o i s i è m e   f r a c t i o n   (C)  e s t   a c i d i f i é e   a v e c   HCl  ( 2 N )  

j u s q u ' à   o b t e n i r   l e   pH  a t t e i n t   d a n s   l a   f r a c t i o n   (B)  a p r è s  

t r a i t e m e n t   p a r   l e   C O 2 .  

A p r è s   p r é c i p i t a t i o n   de  l a   F Ip   ( q u a s i   i m m é d i a t e   d a n s   l e   c a s  

d e s   f r a c t i o n s   (B)  e t   (C) ,   l e s   d é p ô t s   c r i s t a l l i n s   s o n t  

r é c u p é r é s   p a r   s o u t i r a g e   e t / o u   c e n t r i f u g a t i o n   à  2000  g  p u i s  

l y o p h i l i s é s .  

Les   r é s u l t a t s   s o n t   r a s s e m b l é s   d a n s   l e   t a b l e a u   c i - a p r è s .  

V o i r   t a b l e a u   p a g e   1 2 ) .  

C e t   e x e m p l e   d é m o n t r e   l a   s u p é r i o r i t é   du  t r a i t e m e n t   p a r   l e  

gaz   C02  s u r   l e s   t r a i t e m e n t s   t é m o i n s   (A)  e t   (C)  ( t r è s   f o r t e  

a u g m e n t a t i o n   d e s   r e n d e m e n t s   d ' e x t r a c t i o n ,   r a p i d i t é   de  l a  

c r i s t a l l i s a t i o n )   e t   su r   l e s   t r a i t e m e n t s   p a r   a c i d i f i c a t i o n  

( s i m p l i c i t é   de  m i s e   en  o e u v r e ,   p u r e t é   de  l a   f r a c t i o n   I  

p r o t é i q u e   p r é c i p i t é e ) .  

EXEMPLE  I I  

A  p a r t i r   de  p l a n t s   de  t a b a c   j u v é n i l e s   ( v a r i é t é   BB  1 6 ) ,   l e  

p r o t o c o l e   e x p é r i m e n t a l   de  l ' e x e m p l e   1  a  é t é   c o n s e r v é  

j u s q u ' a u   t r a i t e m e n t   du  j u s   c l a r i f i é   p a r   le   gaz   C O 2 .  

La  v a r i a n t e   a p p o r t é e   d a n s   c e t   e x e m p l e   e s t   l a   d u r é e   d u  

t r a i t e m e n t   p a r   l e   C O 2  :   l e   j u s   c l a r i f i é   a  en  e f f e t   é t é  

d i v i s é   en  5  p a r t i e s   é g a l e s   e t   " g a z é i f i é "   p e n d a n t   15  m i n ,  

1  h,  2  h  ou  4  h .  

Les   r e n d e m e n t s   en  F I p   c o r r e s p o n d a n t s   s o n t   r e p o r t é s  

d a n s   l e   t a b l e a u   c i - a p r è s  :  



Une  d u r é e   de  t r a i t e m e n t   s u p é r i e u r e   à  15  min  a u g m e n t e   r e l a -  

t i v e m e n t   peu   l e   r e n d e m e n t   d ' e x t r a c t i o n ,   e l l e   p e u t   n é a n m o i n s  

se  j u s t i f i e r   p o u r   c e r t a i n s   t a b a c s   qu i   se  p r ê t e n t   mal   à  

l ' e x t r a c t i o n   de  l a   F I p   ( t a b a c s   s é n e s c e n t s ,   c e r t a i n e s  

v a r i é t é s   . . . . ) .  

EXEMPLE  I I I  

Des  p l a n t s   de  t a b a c   de  la   v a r i é t é   BB  16,  r é c o l t é s   au  s t a d e  

j u v é n i l e   (35  j o u r s ) ,   s o n t   t r a i t é s   s e l o n   le   p r o t o c o l e   d e  

l ' e x e m p l e   1  j u s q u ' à   l ' o b t e n t i o n   du  " j u s   v e r t " .  

Les  p r o t é i n e s   v e r t e s   s o n t   a l o r s   p r é c i p i t é e s   non  p a s   p a r   l a  

c h a l e u r ,   comme  d a n s   l ' e x e m p l e   1,  m a i s   p a r   " g a z é i f i c a t i o n "  

du  " j u s   v e r t "   p a r   l e   C02.   La  f l o c u l a t i o n   des   p r o t é i n e s  

v e r t e s   e s t   o b t e n u e   a p r è s   15  min  de  t r a i t e m e n t   à  t e m p é r a t u r e  

a m b i a n t e   ( d é b i t   de  C O 2  :   25  m l / m i n / 1   j u s ) .  

La  r é c u p é r a t i o n   des   p r o t é i n e s   s o l u b l e s   (F Ip   +  F I I p )   e s t  

e f f e c t u é e   de  l a   même  m a n i è r e   que  d a n s   l ' e x e m p l e   1  ( f i l t r a -  

t i o n   s o u s   v i d e   ou  c e n t r i f u g a t i o n ) .  

La  c r i s t a l l i s a t i o n   de  l a   FIp   p e u t   a l o r s   ê t r e   r é a l i s é e   s o i t  

en  l a i s s a n t   d é c a n t e r   l e   j u s   c l a r i f i é   t e l   q u e l ,   s o i t   e n  

t r a i t a n t   à  n o u v e a u   le   j u s   p a r   le   C02  s e l o n   une   des   m o d a l i t é s  

des   e x e m p l e s   1  e t   2 .  

Les  r é s u l t a t s   o b t e n u s   s o n t   r a s s e m b l é s   d a n s   le   t a b l e a u   c i -  

a p r è s .   ( V o i r   t a b l e a u   p a g e   1 3 ) .  



C e t   e x e m p l e   s o u l i g n e   l ' i n t é r ê t   d ' u n   t r a i t e m e n t   au  C 0 2  
s u r   " j u s   v e r t " .   En  e f f e t ,   l a   p h a s e   de  c h a u f f a g e   à  50°C  e s t  

d a n s   ce  c a s   " c o u r t - c i r c u i t é e "   ce  qu i   e n t r a i n e   une   s i m p l i -  

f i c a t i o n   s u p p l é m e n t a i r e   de  l a   t e c h n i q u e   d ' e x t r a c t i o n   e t  

s u r t o u t   u n e   é c o n o m i e   d ' é n e r g i e   non  n é g l i g e a b l e .   Ce  p r o c é d é  

c o m p o r t e   t o u t e f o i s   l e   r i s q u e   de  p r é c i p i t e r   une   p a r t i e   d e s  

p r o t é i n e s   s o l u b l e s   a v e c   l e s   p r o t é i n e s   " v e r t e s "   s i   l a  

d u r é e   du  t r a i t e m e n t   p a r   CO 2  e s t   mal   c o n t r ô l é e .  

Ces   e x e m p l e s   i l l u s t r e n t   de  m a n i è r e   non  l i m i t a t i v e   l ' o b j e t  

de  l ' i n v e n t i o n   e t   on  p e u t   y  a p p o r t e r   des   m o d i f i c a t i o n s   s a n s  

s o r t i r   de  son  c a d r e .  









1 . -   P r o c é d é   d ' e x t r a c t i o n   des   p r o t é i n e s   des   f e u i l l e s   d e  

p l a n t e s ,   p l u s   p a r t i c u l i è r e m e n t   du  g e n r e   N i c o t i a n a   s e l o n  

l e q u e l  :  

a)  on  r é d u i t   l e s   f e u i l l e s   en  p u l p e   p a r   e x e m p l e   en  p r é s e n c e  

de  0  à  2 , 5   f o i s   l e   p o i d s   de  m a t i è r e s   v e r t e s   d ' e a u   e t   d e  

0 , 5   à  2  p a r t i e s   d ' u n   a g e n t   a n t i - o x y d a n t   p o u r   100  p a r t i e s  

de  m a t i è r e   v é g é t a l e ,  

b)  on  e x t r a i t   i m m é d i a t e m e n t   du  m é l a n g e   o b t e n u   l e   l i q u i d e ,  

ou  j u s   v e r t ,   c o n t e n a n t   l a   m a j e u r e   p a r t i e   des   p r o t é i n e s  

i n s o l u b l e s   en  s u s p e n s i o n   e t   des   p r o t é i n e s   s o l u b l e s ,  

c)  on  f a i t   p r é c i p i t e r   l e s   p r o t é i n e s   i n s o l u b l e s ,  

d)  on  s é p a r e   l e   p r é c i p i t é   du  l i q u i d e   p o u r   c l a r i f i e r   c e  

l i q u i d e   c o n t e n a n t   une   f r a c t i o n   I  e t   une   f r a c t i o n   I I  

p r o t é i q u e s ,  

e)  on  f a i t   p r é c i p i t e r   l a   f r a c t i o n   I  p r o t é i q u e   du  l i q u i d e  

c l a r i f i é   r é s u l t a n t   de  l ' é t a p e   p r é c é d e n t e ,   e t  

f )   on  e x t r a i t   l a   f r a c t i o n   I  p r o t é i q u e   a i n s i   o b t e n u e ,   p r o c é d é  

c a r a c t é r i s é   p a r   l e   f a i t   que ,   p o u r   f a i r e   p r é c i p i t e r   l a  

f r a c t i o n   I  p r o t é i q u e ,   on  d i f f u s e   de  l ' a n h y d r i d e   c a r b o n i q u e  

(CO2)  à  l ' é t a t   g a z e u x   d a n s   l e   l i q u i d e   c l a r i f i é   au  m o i n s  

j u s q u ' à   s a t u r a t i o n   du  l i q u i d e   en  C 0 2 .  

2 . -   P r o c é d é   s e l o n   l a   r e v e n d i c a t i o n   1,  d a n s   l e q u e l   l a   p r é -  

c i p i t a t i o n   d e s   p r o t é i n e s   i n s o l u b l e s   e s t   o b t e n u e   p a r   c h a u f f a g e  

du  l i q u i d e   à  5 0 ° C  +   2°C  p e n d a n t   10  à  30  min  e t   r e f r o i d i s s e -  

m e n t   à  2 0 ° C .  

3 . -   P r o c é d é   s e l o n   l a   r e v e n c i c a t i o n   1  ou  2,  d a n s   l e q u e l  

l a   p l a n t e   e s t   du  g e n r e   N i c o t i a n a   t a b a c u m   L .  



4 . -   P r o c é d é   s e l o n   l ' u n e   des   r e v e n d i c a t i o n s   1  à  3,  d a n s  

l e q u e l   à  l ' é t a p e   c ) ,   on  p r é c i p i t e   l e s   p r o t é i n e s   i n s o l u b l e s  

p a r   d i f f u s i o n   d ' a n h y d r i d e   c a r b o n i q u e   (CO2)  à  l ' é t a t   g a z e u x  

d a n s   le   l i q u i d e   p e n d a n t   un  t e m p s   s u f f i s a n t   s ans   e n t r a î n e r  

l a   p r é c i p i t a t i o n   de  l a   f r a c t i o n   I  p r o t é i q u e .  

5 . -   P r o c é d é   s e l o n   l ' u n e   des   r e v e n d i c a t i o n s   1  à  4,  d a n s  

l e q u e l   la   t e m p é r a t u r e   du  l i q u i d e   c l a r i f i é   e s t   v o i s i n e   d e  

2 0 0 C .  

6 . -   P r o c é d é   s e l o n   l ' u n e   des   r e v e n d i c a t i o n s   1  à  5,  d a n s  

l e q u e l   l ' é t a p e   d)  e s t   r é a l i s é e   d a n s   l ' o b s c u r i t é .  

7 . -   P r o c é d é   s e l o n   l ' u n e   des  r e v e n d i c a t i o n s   1  à  6,  d a n s  

l e q u e l   l e s   f e u i l l e s   e t   l e s   t i g e s   d e s   p l a n t e s   s o n t   r é d u i t e s  

en  p u l p e .  

8 . -   P r o c é d é   s e l o n   l ' u n e   des   r e v e n d i c a t i o n s   1  à  7,  d a n s  

l e q u e l   l ' a g e n t   a n t i - o x y d a n t   e s t   du  m é t a b i s u l f i t e   de  s o d i u m .  
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